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miR-137通过靶向Wnt5a调控宫颈癌细胞的增殖、迁移及侵袭

卢柳媚，周倩珺，李子琳，李栩萍（东莞市人民医院 妇产科，广东 东莞 523000）

[摘 要] 目的: 探讨miR-137在宫颈癌组织和细胞中的表达及其对宫颈癌细胞增殖、迁移及侵袭的作用及其机制。方法: 选
用 2017年 1月至 2018年 3月东莞市人民医院妇产科 32例手术切除的宫颈癌组织及对应的癌旁组织标本，以及宫颈癌细胞系

C33A、HeLa、SiHa及宫颈上皮永生化细胞株H8，用RT-PCR法检测宫颈癌组织和细胞系中miR-137的表达水平。将miR-137

mimics、miR-137 NC质粒转染到C33A和HeLa细胞，用CCK-8法、Transwell迁移及侵袭实验观察上调miR-137表达对C33A和

HeLa细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。用荧光素酶报告基因及WB实验检测miR-137和Wnt5a在宫颈癌中的靶向调控关系。

构建Wnt5a过表达载体，观察同时过表达Wnt5a和miR-137对宫颈癌细胞系C33A和HeLa增殖、迁移和侵袭的影响。结果: 在宫

颈癌组织和细胞系中miR-137表达水平明显低于癌旁组织和H8细胞（均P<0.05）。上调miR-137表达能够显著抑制C33A和

HeLa细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均P<0.05）。萤光素酶报告基因实验确定Wnt5a与miR-137的靶向关系。过表达Wnt5a后，

可以在一定程度上逆转miR-137对宫颈癌细胞系C33A和HeLa的增殖、迁移和侵袭能力。结论: miR-137通过靶向Wnt5a抑制

宫颈癌细胞的增殖、迁移、侵袭，其可能是宫颈癌治疗的潜在靶点。
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miR-137 inhibits proliferation, invasion and migration of cervical cancer cells by
targeting Wnt5a

LU Liumei, ZHOU Qianjun, LI Zilin, LI Xuping (Department of Obstetrics and Gynecology, Dongguan People's Hospital, Dongguan

523000, Guangdong, China)

[Abstract] Objective：：To investigate the expression of miR-137 in cervical cancer tissues and cells, and to explore its effect on prolif-

eration, migration and invasion of cervical cancer cells as well as the mechanisms. Methods：：Thirty-two pairs of cervical cancer tissues

and corresponding para-cancerous tissues that surgically resected at the Department of Gynecology and Obstetrics of Dongguan Peo-

ple's Hospital from January 2017 to March 2018 were collected for this study. In addition, cervical cancer cell lines C33A, HeLa, SiHa

and cervical epithelial immortalized cell line H8 were also collected. The expression of miR-137 in cervical cancer tissues and cell lines

was detected by RT-PCR. miR-137 mimics and miR-137 NC were respectively transfected into C33A and HeLa cells, and the effects of

miR-137 over-expression on proliferation, migration and invasion of cervical cancer cell lines were observed by CCK-8 and Transwell

assay. Luciferase reporter gene assay and WB were used to determine the relationship between miR-137 and Wnt5a in cervical cancer.

Wnt5a over-expression vector was constructed, and the effects of simultaneous over-expression of Wnt5a and miR-137 on proliferation,

migration and invasion of C33A and HeLa cells were observed. Results：：The expression level of miR-137 was significantly down-regu-

lated in cervical cancer tissues and cell lines, as compared to para-cancerous tissues and H8 cells (all P<0.05). The over-expression of

miR-137 significantly inhibited cell proliferation, migration and invasion of C33A and HeLa cells (all P<0.05). Moreover, Wnt5a was

identified as a target of miR-137 by luciferase reporter gene assay. Furthermore, Wnt5a over-expression, to a certain degree, attenuated

the suppressive effects of miR-137 on the proliferation, migration and invasion of C33A and HeLa cells. Conclusion：：miR-137 can in-

hibit the proliferation, migration and invasion of cervical cancer cells via targeting Wnt5a, which may be an effective target for the treat-

ment of cervical cancer.
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微小 RNA（microRNA，miRNA）是真核生物中

的非编码RNA，其大小为 20~25个核苷酸。越来越

多的研究[1-5]表明，miRNA参与各种人体生理和病理

过程的调控，包括细胞的分化、增殖、迁移、侵袭、凋

亡等，尤其是在癌变过程中。研究[6-8]发现，miR-137

的异常表达与恶性肿瘤的发生有关，包括胃癌、结直

肠癌和黑色素瘤等。然而，miR-137在宫颈癌中的表

达及其作用仍不明了。本课题通过检测miR-137在

宫颈癌组织及对应的癌旁组织中的表达及其对下游

靶点 WNT5A 的调控作用，探讨其对宫颈癌细胞增

殖、迁移、侵袭的作用及其机制，旨在为宫颈癌的诊

疗及预后判断提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 标本、细胞系及主要试剂

收集 2017年 1月至 2018年 3月东莞市人民医院

妇产科32例手术切除的宫颈癌组织及对应的癌旁组

织标本，术前均告知患者及家属并签署知情同意书。

宫颈癌细胞系 C33A、HeLa和 SiHa 以及宫颈上

皮永生化细胞株H8均购自中国科学院上海细胞生物

学研究所细胞库。

胎牛血清、DMEM培养基、RIPA裂解液、ECL试剂

盒、胰蛋白酶、青霉素、链霉素、CCK-8、BCA蛋白定量

试剂盒、基质胶均购自碧云天生物技术公司，miR-137

阴性对照（miR-137 negative control，miR-137 NC）、miR-

137模拟物（miR-137 mimics）、Wnt5a过表达（pSUPER-

Wnt5a）质粒均由上海吉玛公司合成，兔抗人Wnt5a单

克隆抗体、兔抗人Ki-67单克隆抗体和兔抗人β-actin单

克隆抗体购自Santa Cruz公司，辣根过氧化物酶（HRP）

标记的羊抗兔二抗购自北京中山金桥生物公司，TRIzol、

脂质体LipofectamineTM 2000购自 Invitrogen公司，双荧

光素酶检测试剂盒Dual-Luciferase® Reporter System购

自Promega公司。

1.2 细胞培养与转染

宫颈癌H8、SiHa、C33A和HeLa细胞用含10%胎

牛血清的DMEM培养液，在 37 ℃、5%CO2恒温培养

箱中培养，每 2~3 d细胞传代一次，取对数生长期细

胞用于后期实验研究。将 5×105的C33A和HeLa细

胞接种于6 cm培养皿中。将C33A和HeLa细胞随机

分为实验组、阴性对照组和干预组，实验组转染miR-

137 mimics，阴性对照组转染miR137-NC，干预组转

染miR-137 mimics和 pSUPER-Wnt5a。转染操作严

格按照 LipofectamineTM2000 试剂盒说明书进行，在

37 ℃细胞培养箱中孵育。

1.3 RT-PCR法检测宫颈癌组织及细胞系中的miR-

137的表达

根据TRIzol使用说明书提取细胞内总RNA，用微

型分光光度计测定D260与D280之比，以评价RNA的纯度。

应用PrimeScript RT试剂盒合成cDNA第1链，具体操

作按产品操作手册进行。PCR引物由上海生工生物工程

有限公司公司设计。引物序列：miR - 137 F 为 5' -

GAAATCCGACAGCTTAAGGAGGTTTGA-3'，R为5'-

CATTGCACAGATAGGATTTGATTTACT-3'；U6 F为5'-

CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，R为5'-AACGCTTCAC

GAATTTGCGT- 3'；GAPDH F为 5' - GCAAGTTC AAC-

GGCACAG-3'，R为5'-GCCAGTAGACTCCACGACAT-

3'。将PCR反应体系加入 96 孔板中，在 7900HT实时

PCR系统下运行。反应条件：95 °C持续10 min，随后是40

次放大循环，95 °C持续30 s，60 °C持续1 min。每一样

本测量3次，目的基因的mRNA表达水平以GAPDH为

内参，miRNA表达水平以U6为内参进行计算。

1.4 CCK-8法检测上调miR-137对宫颈癌细胞增殖

的影响

将miR-137 NC组、miR-137 mimics组细胞接种

于96孔板（1×105/孔），每组设置6个重复孔。37 ℃培

养箱孵育0、24、48 和 72 h 后，每孔加入10 μl CCK-8

溶液（0.5 mg/ml）孵育4 h后，终止培养。于酶标仪上测定

波长在450 nm处各孔细胞的光密度（D）值。

1.5 Transwell 实验检测上调 miR-137 或过表达

Wnt5a对宫颈癌细胞迁移及侵袭的影响

用1~2 mg/ml基质胶预涂Transwell上室透过膜，待

凝固后，上室内加入200 μl无血清培养基调制的密度为

1×105细胞悬液（miR-137 NC、miR-137 mimics和（或）

pSUPER-Wnt5a转染C33A或HeLa细胞）；下室加入500

μl 10%胎牛血清的DMEM培养基。培养24 h后，用甲

醇固定侵入下室的细胞，苏木精、伊红染色，显微镜下

拍照。计算不同组穿膜细胞数。迁移试验与侵袭试验

相似，但处理细胞后培养时间较短（12 h），上室基底膜

无基质凝胶涂层。

1.6 WB检测上调miR-137对宫颈癌细胞Wnt5a蛋

白表达的影响

采用细胞溶解缓冲液提取细胞总蛋白。提取的

总蛋白降解后进行SDS-PAGE、转膜、5%脱脂奶粉封

闭2 h，洗涤后，加入一抗（Wnt5a、Ki-67、β-actin，按1∶

1 000稀释），4 ℃孵育过夜。次日，PBS洗1次，TBST

洗2次后，辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗

（1∶10 000）溶解于用TBST中，37 ℃条件下于水平摇

床上孵育 1 h。洗膜后，用ECL化学发光显色，分析

蛋白条带灰度值，以β-actin为内参进行比较。

1.7 双萤光素酶报告基因实验验证 Wnt5a 与 miR-

137的靶向关系

构建野生型及突变型 Wnt5a-3’UTR 的报告基
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因质粒（以 pGL3-Basic 为载体），将其分别与 miR-

137 mimics 和 miR-137 NC 共转染宫颈癌细胞培养

48 h，采用荧光素酶报告基因检测试剂盒，以化学法

发光仪检测肿瘤细胞转染后表达的荧光素酶的活

性。实验以 Renilla荧光素酶活性作为内参照，验证

Wnt5a与miR-137的靶向关系。

1.8 统计学处理

前述1.3~1.7实验均重复3次。用SPSS19.0统计

学软件对所有数据进行统计分析，计量数据以 x̄±s表

示，两组间的显著性差异比较采用 t检验。以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-137在宫颈癌组织和宫颈癌细胞中低表达

RT-PCR 检测结果（图 1）显示，宫颈癌组织中

miR-137 的表达水平明显低于癌旁组织（t=7.03，P<

0.05；图1A）；宫颈癌C33A、HeLa和SiHa细胞中miR-

137 的表达水平显著低于 H8 细胞（t= 11.92、6.43、

6.69，均P<0.05；图 1B）。结果提示，miR-137在宫颈

癌组织和细胞中低表达。

*P<0.05 vs Para-cancer tissues or H8 cells

图1 miR-137在宫颈癌组织（A）和细胞系（B）中的表达

Fig.1 Expression of miR-137 in cervical cancer tissues (A) and cell lines (B)

2.2 上调miR-137抑制宫颈癌细胞的增殖能力

RT-PCR 检测结果（图 2A）显示，转染 miR-137

mimics后，宫颈癌 C33A 和 HeLa细胞中miR-137表

达水平明显高于 miR-137 NC组（t=17.11、18.96，均P

<0.05；图 2A）。用 CCK-8 法检测结果（图 2B、C）发

现，miR-137 mimics转染C33A细胞 48和 72 h后，细

胞的增殖能力显著低于 miR - 137 NC 转染组（t=

23.49、28.03，均 P<0.05）；miR-137 mimics 转染组

HeLa 细胞 48 和 72 h 后，细胞的增殖能力显著低于

miR-137 NC转染组（t=20.17、21.98，均P<0.05）。WB

实验结果（图 2D、E）发现，miR - 137mimic 转染组

C33A和HeLa细胞中Ki-67蛋白的表达水平也明显

低于 miR-137 NC 转染组（t=6.96、4.82，均 P<0.05）。

结果表明，上调miR-137表达能够明显抑制宫颈癌细

胞的增殖能力。

2.3 上调miR-137抑制宫颈癌细胞的迁移及侵袭能力

Transwell 迁移实验结果（图 3A、B）显示，转染

miR-137 mimic后，宫颈癌C33A和HeLa细胞的迁移

能力明显低于 miR-137 NC 组（t=11.27、5.06，均 P<

0.05）。Transwell 实验结果（图 3C、D）显示，转染

miR-137 mimics后，宫颈癌C33A和HeLa细胞的侵袭

能力明显低于 miR - 137 NC 组（t=7.03、7.38，均 P<

0.05）。结果说明，上调miR-137表达能够明显抑制

宫颈癌细胞的迁移及侵袭能力。

2.4 miR-137与Wnt5a的靶向调控关系

通过生物信息学软件 TargetScan 对 miR-137 的

靶基因进行分析结果（图 4A）显示，Wnt5a 是 miR-

137 的靶向调节基因之一。荧光素酶报告基因

实验结果（图 4B）显示，miR-137 显著降低野生型

Wnt5a 质粒荧光素酶的活性（t=13.42，P<0.05）。

WB 检测结果（图 5）显示，转染 miR-137 后，C33A

和 HeLa 细胞 Wnt5a 蛋白的表达水平显著下调（t=

13.83、5.91，均P<0.05）。结果表明，Wnt5a受到 miR-

137的靶向负调控作用。

2.5 Wnt5a阻断miR-137对宫颈癌细胞的抑制作用

过表达 miR-137 后，再次转染 pSUPER-Wnt5a

后，观察C33A和HeLa细胞增殖和侵袭能力的变化。

MTT实验结果（图6A、B）表明，与miR-137 mimics处

理细胞相比，miR-137 mimics+pSUPER-Wnt5a处理

组细胞的增殖能力显著升高（t=7.81、8.95，均 P<

0.05）。Transwell 迁移实验结果（图 6C、D）表明，与

miR-137 mimics 处理细胞相比，miR-137 mimics +

pSUPER-Wnt5a处理组细胞的迁移能力明显升高（t=

4.97、5.38，均 P<0.05）。Transwell 侵袭实验结果（图

6E、F）表明，与miR-137 mimics处理细胞相比，miR-

137 mimics+pSUPER-Wnt5a处理组细胞的侵袭能力
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明显升高（t=4.33、5.70，均P<0.05）。结果说明，过表

达Wnt5a后，可以在一定程度上逆转miR-137对宫颈

癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用。

*P<0.05 vs NC group

图2 上调miR-137对宫颈癌细胞增殖（（A~C））和Ki-67蛋白表达（（D、、E））的影响

Fig.2 Effects of up-regulation of miR-137 on proliferation ability (A-C) and Ki-67 expression (D,E) of cervical cancer cells

*P<0.05 vs NC group

图3 上调miR-137对宫颈癌细胞迁移（（A、、B））及侵袭（（C、、D））能力的影响（结晶紫染色，，×200））

Fig.3 Effects of up-regulation of miR-137 on migration (A，B) and invasion (C,D) of cervical cancer cells

（（crystal violet staining，，×200））

3 讨 论

越来越多的研究[1-5]表明，miRNA在宫颈癌的发

展中起着重要作用。miRNA的异常表达与肿瘤细胞

的凋亡、转移、侵袭、增殖等生物学行为有关[9-11]。研

究[9]发现，miR-137在胶质瘤组织标本中低表达；在乳

腺癌组织中miR-137低表达，可作为乳腺癌患者的预

后标志物[11]。然而，对miR-137在宫颈癌中的所起的
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*P<0.05 vs NC+Wild-type 3'-UTR group

图4 miR-137与Wnt5a的靶向关系

Fig.4 Relationship between miR-137 and Wnt5a

*P<0.05 vs NC group

图5 上调miR-137后对宫颈癌细胞Wnt5a

蛋白表达的影响

Fig.5 Effect of up-regulation of miR-137 on expression of

Wnt5a protein in cervical cancer cells

*P<0.05 vs miR-137 mimics group, △P<0.05 vs NC group

图6 过表达Wnt5a逆转miR-137对宫颈癌细胞增殖（（A、、B））、迁移（（C、、D））和侵袭（（E、、F））的抑制作用

Fig.6 Over-expression of Wnt5a reversed the inhibitory effect of miR-137 on the proliferation (A,B),

migration (C,D) and invasion (E,F) of cervical cancer cells

作用尚未见报道。本研究发现，宫颈癌组织中miR-

137的表达水平明显低于其癌旁组织。进一步检测

miR-137在宫颈癌C33A、HeLa及 SiHa和H8细胞中

的表达，结果表明miR-137在宫颈癌细胞系中的表达

水平均显著低于H8细胞。结果说明，在宫颈癌的发

生发展过程中，miR-137对肿瘤细胞可能起到一定的
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抑制作用。为了进一步检测miR-137在宫颈癌细胞

增殖和侵袭中的作用，通过用miR-137 mimics或NC

质粒转染C33A或HeLa细胞，MTT、Transwell迁移和

侵袭实验结果表明，在C33A和HeLa中miR-137的过

表达可以抑制细胞的增殖、迁移及侵袭能力，说明

miR-137抑制了宫颈癌的发展。

miRNA主要通过与靶基因 3 ′ UTR 区结合而调

控肿瘤细胞的生物学功能。为明确miR-137对宫颈

癌细胞的具体调控机制，本实验通过TargetScan软件

对miR-137的靶基因进行分析，结果证实Wnt5a可能

受miR-137的调节。Wnt5a是Wnt信号通路的重要

调节因子，与细胞增殖、凋亡、自我更新和分化有关。

有研究[13-15]表明，Wnt5a在列腺癌、结直肠癌、骨肉瘤

等多种肿瘤中高表达；Wnt5a蛋白在宫颈癌组织中高

表达，对肿瘤的发生、发展具有抑制作用并且与Ki-67

增殖指数之间存在一定关系[15]。有学者[15]研究了65

例宫颈癌中Wnt5a与血管生成之间的关系，结果发现

Wnt5a与微血管密度和血管生成拟态发生密切相关。

在成胶质细胞瘤中 Wnt5a 是 miR-154 的直接靶标，

Wnt5a过表达可以逆转miR-154引起的侵袭作用[3]。

在骨肉瘤中 Wnt5a 可以被 miR-217 调节[12]。本研究

通过双萤光素酶基因实验证实了miR-137和Wnt5a

的靶向调控关系。miR-137 mimics转染宫颈癌细胞

后，细胞中 Wnt5a 表达水平明显下调；将 miR-137

mimics和 pcDNA3.0-Wnt5a共转染宫颈癌细胞发现，

miR-137对肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力的抑制

作用得到逆转。本研究结果表明，在宫颈癌细胞中，

miR-137的下调可能促进Wnt5a在转录后水平的表

达，进而促进宫颈癌的发展。

综上，miR-137可抑制宫颈癌细胞增殖、迁移与

侵袭，其作用机制可能与靶向Wnt5a有关, 此为miR-

137靶向治疗宫颈癌提供了理论依据。
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